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(57) Abstract 

The present invention relates to hispiduline having the formula (I), its methyl ethers and its demethylated derivative, 
as well as pharmaceutical compositions containing them and having a broncho-dilating and/or anti-inflammatory activity 
and/or for external topical application. 

(57)Abrege 

Hispiduline de formula (I), ses ethers m^thyliques et son dferive demethyle, ainsi que des compositions pharmaceuti- 
ques a activite broncho-dilatatrice et/ou anti-inflammatoire et/ou k application topique exteme les comportant. 
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CC^POSITION PHAP?-\ACEUTIOnE OOMTENANT DE L ' HISPIDULI^fE UN 
DEPP/E ET UTILISATION DF CES COMPOSES DANS LA PPEPARATIOM 
DE COMPOSITIOMS ANTI-ASTHMATIOIJES 



La presents invention concerne un nouveau 
medicament utile plus particuliferement conutie agent broncho- 
dilatateur, ainsi que les procdd^s pour sa preparation. 

La theophylline est I'un des medicaments broncho- 
dilatateurs les plus utilises, en particulier dans le 
traitement des crises d'asthme ainsi que dans* le traitement 
de fond de la maladle asthmatique. 

La theophylline agit par augmentation du taux 
intracellulaire d'AMP cyclique en inhibant sa degradation 
par la phosphodiesterase. C'est cet accroissement qui est 
responsable du re 1 Vehement de la fibre musculaire lisse, 
et notamment de la fibre bronchique, base de I'effet 
broncho-dilatateur du medicament, 

De plus la theophylline inhibe la degranulation 
des mastocytes, empechant ainsi la liberation des mediateurs 
chimiques du broncho-spasme . 

Outre la broncho-dilatation, la theophylline 
provoque un relachement de la fibre lisse digestive, un 
effet analeptique cardiaque, une vaso-dilatation arterielle, 
un effet diuretique, une action psycho-analeptique , une 
stimulation des centres respiratoires. 



BAB ORKStN^^ 
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L*un des inconv6nlents majeurs de la theophylline 
est que la marge exlstant entre les doses th^rapeutlques 
efficaces et les doses toxiques est relatiyement faible, 
ceci q%ne, bien entendu, la prescription. En outre la 
theophylline pr6sente de nombreux effets ind^sirables, 
notamznent en cas de surdosage, k savoir naus^es, vomissements 
c6phal6es, excitation, insomnias , tachycardie, qui sont 
nx^tamment lids aux activitds annexes de ce produit, 

Ndanmoins, malgr^ ces inconv^nients , ce produit 
reste le traitement de choix dans les crises d'asthme et 
le traitement de fond des maladies asthmatiques . 

La prdsente invention a pour objet un nouveau 
produit pharmaceutique qui peut itre utilise comme broncho- 
dilatateur et notamment dans le traitement de I'asthme, tant 
au- niveau de la crise que comme traitement de fond, even- 
tuellement utilise en remplacement de la theophylline dans 
ses autres applications de meme type. 

La presente invention repose sur la mise en 
evidence de I'activite broncho-dilatatrice du compose 
denomme Hispiduline de formule : 




ainsi que ses ethers methyliques et son derive demethyie. 

C'est pourquoi la presente invention conceme 
les composes precedents ^ titre de medicaments, les compo- 
sitions pharmaceutiques les contenant et leur utilisation, 
en particulier, dans la preparation de compositions broncho- 
dilatatrices, en particulier anti-asthmatiques . 
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11 convient de remarquer qu 'outre leurs propri6t6s 
broncho-dilatatrices, les coinposds selon 1* invention prdsentent 
d'autres propri6t6s pharmacologiques , notainraent des propri- 
6tds anti-inf lammatoires locales. 

L 'Hispiduline et ses d^riv^s mentionn^s pr^c^- 
denment sont 6galement utiles dans les compositions pour 
application topique externe, qu'elles soient cosm6tiques ou 
derma tologiques . 

L 'Hispiduline en elle-mSme est connue et a d6ja 
6t€ Isolde ^ partir des plantes, mals sans qu'on ait pu 
mettre en Evidence 1 'activity pharmacologique qui sera 
d^crite ci-apr%s. 

L 'Hispiduline peut 6tre obtenue de diff^rentes 

f aeons . 

Tout d'abord, il est possible d'en effectuer la 
synthese par des proc^d^s qui ont d^j^ ^t^ d^crits ou par 
1 'adaptation de procdd^s qui sont ^galement connus . 

En particulier, les synthases suivantes sont 
connues pour la preparation de 1 'Hispiduline : 
. la synthase par reaction de Hoesch sur l'ir6tol, 

Phadke et al., Indian J. Chem. 5, 131 (1967) ; 
. la synthase par condensation type Baker - Venkataraman , 

Fukui et al., J. Sci. Hiroshima Univ., Ser. A-II, .33, 

305 (1969) ; 

. la synthase de linuma et al., Chem. Pharm. Bull., 32, 
4935 (1984) ; 

. la synthese de Ahluwalia et al., Indian J. Chem., 14B , 
592 (1976). 

Les rendements de ces syntheses sont faibles 
mais permettent la preparation de 1 'Hispiduline . 

Les exemples ci-apr^s donneront une id^e des 
precedes qui peuvent etre mis en oeuvre pour la synthase 
de 1 'Hispiduline. 
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Le produit peut, en outre, 6tre pr6par6 par 
extraction h partir de diff^rentes plantes dans lesquelles 
il est connu que se trouvent des quantitds variables 
d'Hispiduline. 

Parmi ces plantes, il faut citer notamment 
plusieurs espfeces appartenant aux genres botaniques : • 

Ambrosia 

Arnica 

Baldvina 

Centaurea 

Digitalis 

Eupatorium ' 

Flourensia 

Helenium 

Iva 

Nepeta 
Millingtonia 
Plantago 
Scutellaria 
Salvia, etc . 

Les exemples ci-aprfes mettront en Evidence 
des processus d' extraction permettant de preparer une 
Hispiduline utilisable k titre de medicament. 

En particulier, k partir de la plante, un 
premier extrait k I'alcool, 6ther ou c6tone est ensuite 
traite par un solvant chlord. Get extrait au solvant 
chlor6 contient 1 'Hispiduline qui peut etre s^parde par 
chroma tographie . 

L 'Hispiduline, comme la theophylline, 
peut etre utilis^e dans des compositions pharmaceutiques 
applicables par diff^rentes voies, en particulier 
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1 'Hlspiduline peut Stre administr^e par voie orale, par 
vole rectale ou m§me par Injection. 

II est 6galement possible de pr^voir, notamment 
V dans le traitement des crises asthmatiques ^ 1 ^utilisation 

5 de la voie aerosol. 

La mise en forme gal^nique de 1 'Hispiduline 
peut etre r^alisde par des processus connus et avec des 
excipients adapt^s i chacune des voies mises en oeuvre, 
tenant compte des propri6t6s de solubility de 1 'Hispiduline . 

Les posologies mises en oeuvre d^pendront, bien 
entendu/ de l'6tat du patient et du type de maladie qui 
doit Stre traits et de la nature du traitement, traitement 
de fond, traitement des crises paroxystiques . 

Compte tenu de 1' activity trfes importante de 
'J 5 1 'Hispiduline, la posologie ci mettre en oeuvre sera moins 

contraignante qu'avec des produits tels que la theophylline. 

Les exemples ci-aprfes permettront de mettre 
en Evidence d'autres caract6ristiques et avantages de 
la pr^sente invention. 
20. EXEMPLE 1 

Preparation de 1 'Hispiduline par extraction de fleurs d 'Arnica 

a) On fait mac^rer 50 kg de fleurs s^chees 
d 'Arnica montana dans de I'alcool ethylique k 60*" • L' extrac- 
tion est effectu^e par lot de 17 kg, successivement 
25 . 300, 2O0, 180 et 150 1 d'alcool ^thylique. 

L'extrait est alors traits avec un melange 
d'eau et dichlorom^thane (400 1 CH2CI2/200 1 HjO) , 
L 'extraction est effectu^e par 6 kg. 

La phase CH2CI2 reprdsentant environ 1,7 kg, 
30 c'est-^-dire 3,4 % du poids total de la plante, contient 

la fraction active Hispiduline. 
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Cette phase CHjClj va §tre fractionnde par 
chromatographle afln d'en isoler 1 *Hlspldullne. 

On utilise pour ce faire une colonne de 220 mm 
d'une hauteur d'environ 1,50 m contenant 19 kg de silice 
7734 Merck 60 prdpar^ avec un volume d'hexane d 'environ 
100 1. Le produit est fix6 sur la silice par mise en p&te 
avec celle-ci. 

On effectue ensuite une dlution avec les solvants 

suivants : 



Solvant 


Volume 
(1) 


Extrait 


% CHjClj 


% d' inhibition 


hexane 


200 


0 






tolufene 


200 


390 


23 


27,5 


CH2CI2 


550 


690 
100 ) 


40,5 


65 


^ther 


500 


220 j 
54 ) 


19 


62 










AcOEt 


■ 200 


70 




41 


MeOH 


150 


207 







L "Hispiduline se trouve dans la fraction 
6ther f h la fois par chromatographle et par mesure de 
1' inhibition de I'agrdgation plaquettaire sur plaquettes 
de lapins (qui est proportionnelle k la teneur en Hispiduline) 

Le produit ainsi obtenu est, apr&s analyse et 
comparaison avec des dchantillons prdpards par la 
technique synthdtique qui sera ddcrite ci-aprfes, identifid 
ci 1 'Hispiduline ayant les propridtds physico-chimiques 
suivantes : 

- P.M. : 300 

- Point de fusion : 287-290**C 

- UV : 275 nm, 338 nm 

- Microanalyse :64%C;4%H;32%0 

- Cristallise dans MeOH 
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• C.C.M. 5 dp h 366 nm, visible h 254 nm 
jaune k HjSO^ 

Rf : 0,28 k CHjClj 95 / MeOHS. 

EXEMPLE 2 
5 Activity pharmacoloqique 

Les propri^tfe ]BS plus remarquablesde I'Hispiduline 
sent, comme cela a 6t6 dit pr6c6demment , la relaxation du 
tonus de base du muscle lisse et 1* inhibition de la 
d^granulation immunologique des mastocytes. 
10 Ces propri6t6s faisant de 1 'Hispiduline un 

broncho-dilatateur de choix sup^rieur k la theophylline 
avec laquelle elle sera comparde dans les exemples qui 
suivent, 

Les mesures ont 6t6 effectudes de la fagon 
15 suivante : Les trachdes utilis€es proviennent de cobayes 
miles albinos ou bien sont des dchantillons de tissus 
pulmonaires provenant d • interventions chirurgicales 
sur des patients humains. 

Les trachdes ou les muscles lisses pulmonaires 
2Q humains sont prdpards et ddcoupds en spirale. Les spirales 
sont fixdes par leur extrdmit6 de fagon ^ obtenir une 
force de 8 g pour la trachde de cobaye et 2 ^ 8 g pour la 
bronche humaine. Elles sont stockdes chacune dans une cuve 
^ organe Isold remplie de 10 ml de tampon Tyrode oxygdnd 
25 (95 % d'02/ 5 % de CO2) et thermostatdes k 37^C. Aprfes 

90 minutes d ' Equilibration la longueur des spirales est 
mesurde. Des capteurs isomdtriques et des physiographes 
sont utilises pour enregistrer les changements de force. 
Relaxation^du_tonus^de_base 
30 L'effet relSchant d'une moldcule sur le tonus 

de base a dtd observd en I'ajoutant sur la preparation du 
muscle prdalablement dquilibrd. 
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La relaxation d*une contraction Induite est 
effectu^e en stimulant les preparations avec la 
dose maximale d'agoniste, en 1 'occurrence 1 'histamine. 
Quand le plateau est atteint, les molecules ^ 6tudier sont 
ajoutdes dans le bain & des concentrations croissant 
toutes les 5 minutes. 

Enfin, 1' inhibition des contractions est mesur^e 
de la f agon suivante ; 

Pour observer 1' inhibition les preparations 
sont cQittractees avec I'un des agonistes choisls h la dose 
maximale ou submaximale/ puis lav^es. Elles sont pr^incub^es 
pCTdant 30 minutes avec la molecule & etudier et contractdes 
dans les mSmes conditions que prdcedemment • Les hauteurs 
des contactions h I'agoniste, avant et aprfes 1' incubation, 
sont mesur^es. 

Les preparations n'dtant pas homogfenes, il etait 
necessaire d 'uniformiser les r^ponses obtenues en tenant 
compte des variations pr^cedentes. 

2 

Les r^ponses obtenues sont exprim^es en g/mm , 
aprfes avoir divise la r^ponse mesur^e en g par le rapport 
poids humide /longueur . 

Pour les protocoles d 'inhibition, la contraction 
apr^s incubation est exprimde en % de la premiere contrac- 
tion qui exprime un pourcentage d ' inhibition . 

La relaxation est exprim^e en pourcentage de 
la contraction maximale obtenue avec I'agoniste utilise * 
La concentration permettant d'obtenir 50 % de la reponse 
maximale (EC50) caracterise la sensibilite de la preparation 
h la molecule etudiee et est mesuree par interpolation de 
la courbe obtenue (pourcentage de relaxation en fonction 
du logarithme decimal de la concentration) • 
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Les r^sultats observes ont 6t4 les suivants : 

RELAXATION DU TONUS DE BASE DU MUSCLE - TRACHEE DE COBAYE 

PRODUITS REPONSE (g/ltim^) (X ? SEM) (N) RAPPORT 
Tampon - 0,05 + 0,02 ■ (8) 1 
5 Theophylline 10~* M -0,12+0,04 (13) 2,5 
Hispiduline lo"* M - 0,24 ? 0,04 (8) 5 

RELAXATION D'UNE CONTRACTION INDUITE PAR HISTAMINE 

TRACHEE DE COBAYE - COURSES DOSE-REPONSE SIGNIFICATIVEMENT 

SUPERPOSABLES 

XQ HISPIDULINE THEOPHYLLINE 

EC 50 8 ^ 2 X 10*^ M 5,5 ^ 1 x 10"^ M 

lDliifeition_de_la_dfgranulatign_in^ 

Pour la mesure de 1' inhibition de cette 
Tfi d^granulation, on a utilise deux marqueurs de d6granulation : 

- un marqueur enzymatique : la B-hexosaminidase , 

- le mddiateur Iib6r6 : Paf .ac^ther* 

Les experiences sont effectu^es sch^matiquement 
de la fagon suivante : 
20 On constitue, ^ partir de cellules de moelle 

osseuse de fdmurs de souris par cultures successives, une 
culture virtue! lament pure en mastocytes. 

L' experience proprement dite est effectu^e de 
la fagon suivante : 
25 Protocole experimental 

Les- mastocytes en suspension dans du tampon 
tyrode gelatine (TG) , aprfes comptage, sont distribu^s de 
fagon k avoir 1 x 10^ cellules/tube dans 100 ul. 

100 ul IgE anti-DNP (dilue au 1 /100/aliquot) 
sont ajoutes de fagon k sensibiliser les cellules. 
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Les tMbes sont incubus .1 heure 37'C dans une 
6tuve avec COj et agit6s manuellement toutes les 15 minutes. 
Les cellules sont lav^es 3 fois par centrifugation k 300 g 
pendant 5 minutes avec du TG. Lors de la dernifere centri- 
fugation, les cellules sont resuspendues dans 400 ul de TG 
avec I'albumine de sdrum bovin (BSA) . 

Aprfes une incubation des cellules pendant 
15 minutes au bain-marie, avec 50 ill des solutions h tester 
ou 50 111 des solvents utilises (tubes tSmoins) , 50 ul 
d'antigfene DNP (/"AgJ finale = 40 ng/ml) sont ajout^s 
dans les tubes dits stimulus,- et 50 ul de tampon TG 
BSA sont ajout6s aux tubes dits non stimulus, et 1' incubation 
est poursuivie pendant 5 minutes sous agitation. La reaction 
est arret^e dans la glace par L'addition de 10 ul d'EDTA 
(4 mM concentration finale) . 
I'S: Lgs tubes sont centrifuges k 300 g pendant 

• 5 minutes & 4»C. Les surnageants sont rdcupdr^s et les 
culots repris dans 500 ul de TG BSA et soniqu^s 3 fois 
5 secondes. 

Dosage de la liberation de la B-hexo saminidase 

50 ul de surnageant ou de solution culot sont 
additionn^s k 450ul de substrat S -hexosaminidase et mis 
1 heure k 37 au bain-marie, sans agitation. La reaction 
est. arrgtee avec 1,5 ml de solution d'arrSt pour chaque 
tube. 

25 L' activity de la B-hexosaminidase dans les 

culots et les surnageants est mesur^e au spectrophotomfetre 
k 410 nm et le pourcentage net de liberation a 6t6 calcuie 
selon la formule : 

DO surnageant active - DO contrdle x 100 



20 



30 (DO surnageant active + DO culot) - DO surnageant contrSle^ 

(DO = densite optique) . 
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Dosage de la lib«jra tion de Paf 

Les surnageants sont testds directement sur 
I'agr^gation des plaquettes lav^es de lapin et trait^es 
par I'aspirine (0,1 wM pendant 15 minutes). 

La mesure est effectu^e dans un agr^gamfetre 
en presence du complexe CP/CPK. 

Une gamme €talon est effectu^e avec des quantit^s 
connues de Paf .ac^ther synth^tique. 

Les r^sultats sont exprimds en Equivalent ng 
de Paf .ac^ther calculus par rapport h la gamme pr^c^dente. 

La quantity de Paf. des t^moins, cellules 
stimul^es dans du s^nim physiologique, est maximale dans 
ces tubes et sera le 0 % d- inhibition de la liberation de 
Paf. Le pourcentage d' inhibition des autres tubes pourra 
6tre ainsi d^duit. 

Les resultats observes sont les suivants : 
«line .IT7:i . .0-.— ^ ..?^.lo-M^ 

<N » 4) ^^ , 3j 

Hispiduline 4,9ll x IQ-^m io 4,8:i x IO'^m 5 

N = nombre d 'experiences 

on a, en outre, v^rifie qu'aux doses trfes fortes 
d Hxspiduline, c'est-.-dire 10'^ M, ou de la theophylline, 
10 M, il n'y avait pas de lyse cellulaire. 

Des resultats des experiences precedentes, il 
ressort que 1 'Hispiduline se presente, dans le domaine des 

agents broncho-dilatateurs i-omm^ 4.^x^ ^ . 

v^-Lxatax:eurs , comme trfes sup^rieure k la 

theophylline. 
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EXEMPLE 3 

Des essals ayant ^t^ conduits avec la 
pectollnarlg^nlne 




ont montr6 que sur le muscle lisse de trach^e de cobaye 

la pectolinarig^nine h ^0 M relSche It 70 % une contraction 

maximale due ^ 1 ^histamine. 
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REVENDICATIQNS 



10 



15 



20 



formule 



1) A titre de medicament, 1 »Hispiduline de 

OH 




ses Others m^thyliques et son d^rivd d^m^thyl^. 

2) Composition pharmaceutique caract^ris^e' en 

ce qu'elle comporte k titre de principe actif un medicament 
selon la revendication 1 • . 

3) Utilisation de 1 'Hispiduline, de ses ethers 
mdthyliques et/ou de son derive ddmethyie pour la 
preparation de compositions pharmaceutiques broncho-dilatatrices 

4) Utilisation de. 1^'Hispiduline, de ses ethers 
methyl iques et/ou de son derive demethyie pour la 
preparation de compositions pharmaceutiques anti-inf lamma- 
to ires. 

5) Utilisation selon la revendication 3, 
caracterisee en ce que les compositions pharmaceutiques 
sont k activite anti-asthmatique . 

6) Composition pour application topique 
exteme, caracterisee en ce qu'elle comporte k titre de 
principe actif au moins un compose de formule : 

OH 




ses ethers methyl iques et son derive demethyie, 

7) Composition pour application topique 
externe selon la revendication 6, caracterisee en ce qu'il 
Skagit d*une composition cosmetique. 
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REVENDICATIONS MODIFIEES 

[regues pax le Bureau international le 2 avril 1987 (02.04.87); 
levendicattons originales 1-7 remplac^es par des revendications modifi^es 1-5 (1 page)] 



1 ) Utilisation de 1 'Hispiduline, de ses Others 
m^thyliques et/ou de son d^riv^ ddm^thyl^ pour la 
preparation de compositions pharmaceutiques broncho-dilatatrice 

2) Utilisation de 1 'Hispiduline , de ses dthersr 
m^thyliques et/ou de son ddrivd d^m^thyld pour la 
preparation de compositions pharmaceutiques anti-inf lamma- 
toires. 

3 ) Utilisation selon la revendication 1 , 
caracteris^e en ce que les compositions pharmaceutiques 
sont ^ activity anti-asthmatique, 

'1 ) Composition pour application topique 
externe, caract^ris^e en ce qu'elle coraporte & titre de 
principe actif au moins un compost de formule : 




ses ethers methyliques et son derive d6methyie. 

5) Composition pour application topique 
externe selon la revendication 4 , caracteris^e en ce qu ' il 
s'agit d'une composition cosm^tique. 
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